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BxPC3-Red-Fluc：Luciora Itarica 由来ホタルルシフェラーゼ遺伝子導入 BxPC-3 
CUBIC：clear unobstructed brain/body imaging cocktails and computational analysis 
DDS：ドラッグデリバリーシステム  









FUnGI：fructose, urea, and glycerol for imaging 
PBS：生理的リン酸緩衝液  
PEG-PDLLA：poly(ethylene glycol) methyl ether-block-poly(D, L lactide) 
PET：positron emission tomography 
PVDF：polyvinylidene difluoride 
RPMI 1640：Roswell park memorial institute medium 
SPECT：single-photon emission computed tomography 





















体 内 の 状 況 を 視 覚 的 に 表 現 す る 技 術 と し て 、 pos i t ron  emiss ion  
tomography（ PET）、s ingle-photon emission  computed tomography（ SPECT）
及び X-ray  computed tomography（ X線 CT）などの放射線イメージング法
がある。これらの方法は、低侵襲的イメージング技術として臨床で広
く利用されているが、分解能が低く微小な変化の検出には不向きであ
る 8 – 1 1 )。一方、蛍光イメージング法は、励起光の照射が必要であること
から前臨床までの利用に限られるものの、撮影装置の選択により全身
から細胞レベルまで多様なスケールでの観察が可能である 1 2 – 1 4 )。しか
しながら、 DDSの蛍光イメージングにおいては、ドラッグキャリアの
標識又は内封物質の標識に用いる蛍光プローブが DDSから解離又は流

















第 1 章  FRET 現象を応用したイメージング技術の構築  
 
 





影響 2 0 )や血漿タンパク質との相互作用 2 1 )により、ドラッグキャリアが
崩壊する場合がある。現在、単一の蛍光プローブを内封することでド
ラッグキャリアを標識し、その挙動を追跡するイメージング法が汎用
されている 7 , 2 2 , 2 3 )。しかしながら、ドラッグキャリアが崩壊した後もプ
ローブ由来のシグナルが検出されるため、ドラッグキャリアの正確な
挙動を評価できない。  
FRET 現象とは、 2 種類の蛍光物質が近接しているとき、 donor が発
した蛍光エネルギーが acceptor に遷移する現象である（ Fig .  1A） 2 4 )。
FRET 現象の発生の有無から donor と acceptor 間の距離の変化を検出で
きることから、一般に、タンパク質などの分子間相互作用 2 5 )や分子内
立体構造の変化 2 6 )を評価するために用いられている。本章では、ドラ
ッグキャリア自体とその崩壊後に放出された蛍光プローブの時間的体
内挙動を区別して可視化するため、FRET 現象を応用した蛍光イメージ





Fig. 1 FRET phenomenon (A) and FRET imaging strategy for detecting the dissociation 




第 2 節  実験方法  
 
 
1.  試薬  
Poly(ethylene glycol )  methyl  ether-b lock-poly(D ,  L l ac t ide) （ PEG- 
PDLLA;  PEG = 2 kDa,  PDLLA = 2 kDa）、 1,1 ′ -d ioctadecyl -3,3,3 ′ ,3 ′  - t e t ra-  
methyl indocarbocyanine  perchlorate （ DiI ） 及 び 3,3 ′ -d ioctadecyloxa  
-carbocyanine perchlora te（ DiO）は Sigma-Aldrich Co.（ St .  Louis ,  MO, 
USA ） か ら 購 入 し た 。 1,1 ′ -Dioctadecyl -3,3 ,3 ′ ,3 ′ - te t ramethyl indo  
-carbocyanine  iodide （ DiR ） 及 び  1,1 ′ -dioctadecyl -3,3 ,3 ′ ,3 ′ - tet ramethyl  
- indodicarbocyanine ,  4 -chlorobenzenesulfonate sa l t（ DiD）は Biot ium Inc .  
（ Fremont ,  CA, USA）から購入した。その他の試薬は特級品を用いた。 
 
2.  高分子ナノ粒子の調製  
PEG-PDLLAを構成成分とし、エマルション法 1 8 )により高分子ナノ粒
子を調製した。 In  vivo  FRET imaging及び in t ravi tal  FRET imagingに用い
るナノ粒子には、蛍光物質として DiR及び DiDを内封した。すなわち、
PEG-PDLLA（ 25 µmol）、 DiR及び DiD（各 10-80  nmol）をジクロロメタ
ン（ 1 mL）に溶解し、超音波処理下（ 50 W,  2分間）で生理的リン酸緩
衝液（ PBS, 10  mL）に滴下した。その後、室温で撹拌（ 700 rpmで 30分
間 ,  300  rpmで overnight） し 、 0.22  µm孔 径 の polyvinyl idene  di f luor ide
（ PVDF）フィルター（ Millex-GV,  Merck  Mil l ipore  Ltd,  Burl ington ,  MA, 
USA）でろ過した。 In  v i t ro  FRET imagingに用いるナノ粒子には、蛍光
物質として DiI及び DiOを内封した。すなわち、PEG-PDLLA （ 2.5 µmol）、
DiI及び DiO（各 10-40 nmol）をジクロロメタンに溶解し、超音波処理下
で精製水（ 10 mL）に滴下し、その後は上記と同様に調製した。粒子径
は 、 粒 子 径 ・ ゼ ー タ 電 位 測 定 装 置 （ Zetasizer  Nano ZS,  Malvern,  
Worses tershine,  UK）を用いて、動的光散乱法により測定した。調製し
たナノ粒子は、すべて 30-50  nmであり、多分散指数は 0.24未満であった。 
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3.  蛍光スペクトルの測定  
調製したナノ粒子の蛍光スペクトルは、蛍光分光光度計（ RF-6000、
島津製作所、京都）を用いて測定した。すなわち、 DiR 及び DiD を内
封したナノ粒子は励起波長 640 nm に固定し、蛍光波長 650-850 nm の
範囲で、DiI 及び DiO を内封したナノ粒子は励起波長 488 nm に固定し、
蛍光波長 490-640 nm の範囲で、バンド幅 3 nm、200 nm/min のスキャン
スピードでそれぞれ測定した。  
 
4.  In v ivo  FRET imaging 
5 週齢の ICR マウスを日本 SLC 株式会社（静岡）から購入し、AIN-93G
配合精製飼料（ D10012G, Research  Diet s  Inc . ,  New Brunswick,  NJ ,  USA）
を 1 週間以上自由給餌した 6～ 8 週齢のものを実験に用いた。 DiR 及び
DiD を内封したナノ粒子を、マウスに静脈内投与（ DiR 及び DiD とし
て 10 nmol /kg）した。イソフルラン麻酔下で、 Mult i - funct ional  in  vivo  
imager（ MIIS,  Molecular  Devices  Inc . ,  San Jose,  CA, USA）を用いて、FRET 
channel（励起フィルター： 640/20 nm、吸収フィルター： 809/81  nm）、
donor channel（励起フィルター：640/20  nm, 吸収フィルター：680/22 nm）
及び acceptor  channel（励起フィルター： 708/75 nm、吸収フィルター：
809/81  nm）において経時的に蛍光撮影した。また、投与 15 分及び 8
時間後において各臓器を摘出し、蛍光撮影した。得られたすべての画
像は、 MetaMorph software （ version 7.10 .1 .161,  Molecular  Devices）を
用いて輝度解析し、マウスの胸部及び腹部を含む領域における平均蛍
光強度を求めた。FRET の発生効率を示す FRET rat io を、下記式により
算出した。なお、 I F R E T  及び I D o n o r は FRET 及び donor  channel における
平均蛍光強度を示す。  
FRET ra t io  =  IF R E T/  ( IF R E T  + I D o n o r )  
なお、すべての動物実験は、北海道科学大学動物実験委員会の審査
及び北海道科学大学学長の承認  (No.  2019-002)  を受け、北海道科学大
学動物実験規程に基づいて実施した。  
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5.  Intravi ta l  FRET imaging 
DiR 及び DiD を内封したナノ粒子を ICR マウスに静脈内投与（ DiR
及び DiD として 10 nmol/kg）した。イソフルラン麻酔下で、マウスの
耳をスライドガラスに密着させ、ズーム蛍光顕微鏡（ Axio  Zoom.  V16,  
Zeiss ,  Oberkochen ,  Germany）を用いて、FRET channel（励起フィルター：
640/20  nm、吸収フィルター： 809/81 nm）、 donor  channel（励起フィル
ター： 640/20 nm, 吸収フィルター： 680/22  nm）及び acceptor  channel
（励起フィルター： 708/75  nm、吸収フィルター： 809/81 nm）において
経時的に蛍光観察した。また、 DiR 及び DiD を内封したナノ粒子をマ
ウスに静脈内投与（ DiR 及び DiD として 10 nmol /kg）後、イソフルラ
ン麻酔下で開腹し、肝臓をスライドガラスに密着させた 2 7 )。その後、
ズーム蛍光顕微鏡を用いて、肝臓表面を経時的に蛍光観察した。  
 
6.  In v i tro  FRET imaging 
HepG2（ヒト肝臓がん由来）細胞は Riken cel l  bank（筑波）から購入
した。非働化した 10%ウシ胎児血清（ FBS）及び 40 µg/mL ゲンタマイ
シン（ゲンタシン、 MSD、大阪）を含む Dul lbecco’s  modi f ied  Eagle’s  
medium（ DMEM; 富士フィルム和光純薬株式会社、大阪）を使用し、
37°C、5%CO2 -95% ai r 条件下で培養を行った。コンフルエントに達した
細胞は 0.25%トリプシン－ EDTA（富士フィルム和光純薬）を用いて回
収し、継代した。実験には、継代数 22 – 24 の細胞を用いた。HepG2 細
胞（ 5×104  cel ls）を 14 mm ガラスボトムディッシュ（松波硝子工業株式
会社、大阪）に播種し、 37°C、 5%CO2 -95%Air 条件下で 24 時間培養し
た。培養後、 Hoechst33342（ Thermo Fisher  Scient i f i c  Inc . ,  Waltham, MA,  
USA）を用いて細胞核を蛍光染色した。1% FBS を含む DMEM を分散媒
とした DiI 及び DiO を内封したナノ粒子（ DiI 及び DiO として 2.0 µM）
の懸濁液を適用し、 37°C 条件下で、共焦点レーザー顕微鏡（ LSM700;  
Zeiss）を用いて、 FRET channel（励起レーザー： 488 nm、吸収フィル
ター：560 nm long-pass フィルター）、donor channel（励起レーザー：488 
nm, 吸収フィルター： 550 nm shor t -pass  フィルター）において経時的
8 
に蛍光観察した。細胞核は励起レーザー :  405  nm、吸収フィルター：
415-735 nm を用いて蛍光観察した。  
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第 3 節  結果  
 
全身から組織レベルまでの FRET イメージングに供するため、DiR 及
び DiD を内封した高分子ナノ粒子を調製し、蛍光スペクトル及び撮影
装置による蛍光画像の取得により FRET が検出可能か評価した。蛍光ス
ペクトルにおいて、 DiR 及び DiD の濃度が 1.0-3.0  µM の範囲において
は、濃度の増加に応じて、 donor シグナルを示す 670 nm 付近のピーク
（ donor ピーク）の蛍光強度は減少し、FRET シグナルを示す 770 nm 付
近のピーク（ FRET ピーク）の蛍光強度は増大した（ Fig .  2A）。一方、
4.0 µM 以上において FRET ピークの蛍光強度が減少した。そのため、
以降の実験においては 3.0  µM のものを使用した。 PBS を希釈溶媒とし
た場合、 DiR 及び DiD を内封したナノ粒子の donor ピークの蛍光強度
は、同濃度の DiD のみを内封したナノ粒子に比べて低値であった。ま
た、FRET ピークの蛍光強度は、同濃度の DiR のみを内封したナノ粒子
に比べて高値であった（ Fig .  2B）。一方、エタノールを希釈溶媒とした
場合、DiR 及び DiD を内封したナノ粒子の FRET 及び donor ピークの蛍
光強度は、 DiR 又は DiD のみを内封したナノ粒子のピークの蛍光強度
の合計と、それぞれほぼ同値となった。 Mult i - funct ional  in  vivo  imager
（ Fig .  2C）及びズーム蛍光顕微鏡（ Fig .  2D）を用いて検出した FRET
及び donor シグナルと、蛍光スペクトルにより検出された FRET 及び





Fig. 2 Validation for FRET imaging of DiR and DiD coloaded nanoparticles 
Fluorescence spectra of DiR and DiD coloaded nanoparticles encapsulated various amount of 
DiR and DiD (A). Fluorescence spectra of 3.0 µM DiR or/and DiD loaded nanoparticles 
diluted 5-fold in PBS and ethanol (B). Fluorescent images of 3.0 µM DiR or/and DiD loaded 
nanoparticles diluted 5-fold in PBS and ethanol obtained by multi-functional in vivo imager 
(C) and zoom fluorescence microscopy (D). 
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高分子ナノ粒子の体内挙動を全身スケールで評価するために、in  vivo  
FRET imaging を行った。 DiR 及び DiD を内封したナノ粒子を投与後、
マウ ス の 全身 に 検 出 さ れ た FRET シグ ナ ル は経 時 的 に 減 弱 し 、逆 に
donor シグナルは経時的に増強した（ Fig .  3A）。一方、 acceptor シグナ
ルの強度は殆ど変化しなかった。また、 FRET の発生効率を示す FRET 
rat io は経時的に減少した（ Fig .  3B）。これらの結果は、ナノ粒子が体内
で経時的に崩壊していることを示している。摘出した臓器においては、
特に肺と肝臓に強い蛍光が観察された。いずれの臓器も、投与 15 分後
に比べて 8 時間後では、 FRET シグナルは減弱、 donor シグナルは増強








Fig. 3 FRET imaging of DiR and DiD coloaded nanoparticles in mice at whole body scale 
DiR and DiD coloaded nanoparticles (10 nmol of DiR and DiD each/kg) were intravenously 
administered to mice. The images were obtained by multi-functional in vivo imager (A). 
Pre-image indicates before administration of the nanoparticles. FRET ratio was calculated from 
fluorescence intensity at FRET and donor channels on the images of panel A (B). Ex vivo 
fluorescent images were obtained at 0.25 and 8 h after administration (C). 
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高 分 子 ナ ノ 粒 子 の 体 内 挙 動 を 組 織 ス ケ ー ル で 評 価 す る た め に 、
int ravi ta l  FRET imaging を行った。ナノ粒子を投与後、耳の血管内にお
いて強い FRET シグナルが認められ、経時的に減弱した（ Fig.  4A）。一
方、 donor シグナルは殆ど変化しなかったが、 acceptor シグナルは経時
的に減弱した。これらの結果は、血中でナノ粒子が崩壊したことによ
って FRET シグナルの減弱及び donor シグナルの増強が起こったことに
加え、 donor である DiD が血中から消失したことにより、 donor シグナ
ルが殆ど変化しなかったことを示唆している。肝臓においては、投与
後、肝血管内に強い FRET シグナルが認められ、経時的に減弱した。一









Fig. 4 Intravital FRET imaging of DiR and DiD coloaded nanoparticles in mice ear blood 
vessels (A) and liver tissue (B) 
DiR and DiD coloaded nanoparticles (10 nmol of DiR and DiD each/kg) were intravenously 
administered to mice. The images were obtained at designed time by zoom fluorescence 




細胞レベルにおける FRET イメージングに供するため、DiI 及び DiO
を内封した高分子ナノ粒子を調製し、 DiR 及び DiD を内封した高分子
ナノ粒子の場合と同様に蛍光スペクトル及び共焦点レーザー顕微鏡で
取得した蛍光画像によって FRET が検出可能であるかを評価した。蛍光
スペクトルにおいて、 DiI 及び DiO の濃度が 1.0-2 .5 µM の範囲におい
ては、濃度の増加に応じて、 donor シグナルを示す 510 nm 付近のピー
ク（ donor ピーク）の蛍光強度は減少し、 FRET シグナルを示す 570 nm
付近のピーク（ FRET ピーク）の蛍光強度は増大した（ Fig .  5A）。一方、
3.0 µM 以上において FRET ピークの蛍光強度が減少した。そのため、
以降の実験においては 2.5  µM のものを使用した。 PBS を希釈溶媒とし
た場合、DiI 及び DiO を内封したナノ粒子の donor ピークの蛍光強度は、
同濃度の DiO のみを内封したナノ粒子に比べて低値であった。また、
FRET ピークの蛍光強度は、同濃度の DiI のみを内封したナノ粒子に比
べて高値であった（ Fig.  5B）。一方、エタノールを希釈溶媒とした場合、
DiI 及び DiO を内封したナノ粒子の FRET 及び donor ピークの蛍光強度
は、DiI 又は DiO のみを内封したナノ粒子のピークの蛍光強度の合計と、
それぞれほぼ同値となった。共焦点レーザー顕微鏡を用いて検出した
FRET 及び donor シグナル（ Fig .  5C）と、蛍光スペクトルにより検出さ




Fig. 5 Validation for FRET imaging of DiI and DiO coloaded nanoparticles 
Fluorescence spectra of DiI and DiO coloaded nanoparticles encapsulated various amount of 
DiI and DiO (A). Fluorescence spectra of 2.5 µM DiI or/and DiO loaded nanoparticles diluted 
5-fold in water and ethanol (B). Fluorescent images of 2.5 µM DiI or/and DiO loaded 




高 分 子 ナ ノ 粒 子 の 挙 動 を 細 胞 ス ケ ー ル で 評 価 す る た め に 、 in  vi t ro  
FRET imaging を行った。 HepG2 細胞内において、 FRET シグナルは観






Fig. 6 FRET imaging of DiI and DiO coloaded nanoparticles in HepG2 cells at cellular 
scale 
DiI and DiO coloaded nanoparticles (2.0 µM of DiI and DiO each) in DMEM containing 1% 
FBS were applied to the cells. The images were obtained at designed time using confocal laser 









DiR と DiD 又は DiI と DiO の組み合わせで、2 種類の蛍光物質を高分
子ナノ粒子に内封することにより FRET 現象を発生させ、全身から細胞
レベルまでの幅広いスケールにおいて生体内挙動を視覚化することが
可能となった。FRET 現象は donor と acceptor が 10 nm 以内に近接する
と発生する 2 4 )。本研究で調製した高分子ナノ粒子は、内部に疎水性物









約 150-200 nm の間隙を有する不連続内皮であり、これ以下のサイズの



















第 2 章  組織透明化手法を応用したイメージング技術の構築  
 
 
第 1 節  序論  
 
種々の DDS の標的組織内への送達能は、主に組織薄切切片を観察す








内部の詳細な蛍光イメージングを可能にする（ Fig .  7）3 1 )。この技術は、
主に臓器内の立体構造を組織・細胞レベルで明らかにする目的で開発






Fig. 7 Advantage of tissue-clearing techniques 
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第 2 節  実験方法  
 
 
1.  試薬  
ホルムアミド、 D-ソルビトール、尿素、メチル -β -シクロデキストリ
ン、 γ -シクロデキストリン、ジメチルスルホキシド、スクロース及び
2,2 ′ ,2″ -  n i t r i lo t r iethanol は富士フィルム和光純薬株式会社から購入した。 
N -acetyl -L-hydroxyprol ine 及 び N,N,N′ ,N ′ - tet rakis(2-hydroxypropyl )  
-ethylenediamine  は東京化成工業株式会社（東京）から購入した。 Tri ton  
X-100 は  Al fa  Aesar  （ Heysham, UK）から購入した。 Po lyethylene glycol
（ 8 kDa）及び glycerol は Sigma-Aldrich  Co.から購入した。 DyLight  
649-conjugated tomato lec t in  は Vector  Laboratories  Inc .（ Burl ingame,  CA,  
USA）から購入した。その他の試薬は第 1 章第 2 節第 1 項に示したも
のを用いた。  
 
2.  高分子ナノ粒子の調製  
第 1 章第 2 節第 2 項と同様の方法で PEG-PDLLA を構成成分とする高
分子ナノ粒子を調製し、蛍光物質として DiI（ 100 µM）を内封した。  
 
3.  マウス肝臓の透明化処理  
6～ 8 週齢の ICR マウスに、 DiI を内封したナノ粒子（ DiI として 333 
nmol/kg ） を 静 脈 内 投 与 し た 。 投 与 3 時 間 50 分 後 に DyLight  
649-conjugated tomato lec t in（ 3.3 mg/kg）を静脈内投与した。ナノ粒子
投与 4 時間後に 4%パラホルムアルデヒドを含むリン酸緩衝液を用いて
全身灌流固定を行った。肝臓を摘出し、 4°C 条件下で 4%パラホルムア
ルデヒドを含むリン酸緩衝液に一晩浸漬した。肝葉に分離後、ClearT 2  3 4 )、
Sca leSQ(0)3 5 )、 clearing  agent  compris ing  f ructose ,  u rea ,  and  g lycerol  for  
imaging （ FUnGI）3 6 )及び clear  unobs t ructed  brain/body imaging  cocktai ls  
and computat ional  analysi s（ CUBIC）法 3 7 )により透明化処理した（ Fig.  8）。
また、 CUBIC 法 をベース に、処 理 液の組成 及び処 理 時間を改 変した
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Modified CUBIC 法により肝葉を透明化処理した。  
 
 
Fig. 8 Composition of clearing reagents and protocols for five tissue-clearing techniques 





4.  透明化処理による DiI の漏出量の測定  
DiI のエタノール溶液（ 5 mg/mL）を肝葉の組織片に 1 µL 適用し、30
分間静置した。ClearT 2、Sca leSQ(0)、FUnGI、CUBIC 及び Modified CUBIC
法にて透明化処理し、回収した処理液中の DiI 濃度をプレートリーダー
（ Powerscan HT,  Pharma Biomedical  Co. ,Ltd、大阪）を用いて励起波長
530/25 nm、蛍光波長 590/35 nm における蛍光強度を測定することで求
めた。肝葉の組織片に適用した DiI の残存率を算出した。  
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5.  透明化処理後の肝臓サンプルの蛍光観察  
透明化処理後の肝臓サンプルを 14 mm ガラスボトムディッシュ（松
波硝子工業株式会社）に配置し、共焦点レーザー顕微鏡（ LSM700,  Zeiss）
を用いて、蛍光観察した。肝臓サンプルの表面から 2 µm 毎の深さでス
タック画像を撮影し、得られた画像を ZEN software（ black  ed i t ion 3 .0 SR,  




第 3 節  結果  
 
 透明化処理後の肝葉の透明度を比較した（ Fig.  9）。 Clear T 2 法で処理
し た 肝 葉 に お い て は 、 背 景 の 黒 線 は 殆 ど 視 認 で き な か っ た が 、






Fig. 9 Transparency of mouse liver lobe after tissue-clearing treatments  




透 明 化 処 理 後 の 肝 臓 に お け る DiI の 保 持 性 を 確 認 し た 。 ClearT 2、
Sca leSQ(0)、 FUnGI、 CUBIC 及び Modified CUBIC 法による透明化処理
後の肝臓における DiI の残存率は、それぞれ 96.4 ± 1.4%、96.5  ± 0 .4%、




    
Fig. 10 Percentage of DiI preservation in the liver after tissue-clearing treatments 
DiI solution (5 mg/mL, 1 μL) in ethanol was spotted onto fixed liver samples, which were 
immersed in specific clearing reagents, and DiI concentration in each clearing reagent was 





よって蛍光イメージング可能な深度を比較した（ Fig .  11）。ClearT 2 法で
は肝臓表面のみ、 Sca leSQ(0)及び FUnGI 法では肝臓表面から 50 µm の
深さまで、 Modified CUBIC 法では 100 µm の深さまで DiI 及び DyLight  
649-conjugated tomato lect in 由 来 の 蛍 光 分 布 が 観 察 可 能 で あ っ た 。
CUBIC 法で処理した肝臓においては、表面から 100 µm の深さまで明瞭
に観察可能であったが、灌流固定直後と比較して DiI 由来の蛍光シグナ
ル の 分 布 が 大 き く 変 化 し た 。 ま た 、 可 視 化 さ れ た DiI 及 び DyLight  
649-conjugated  tomato lect in の蛍光画像を基に 3 次元的に再構築した







Fig. 11 DiI distribution and tomato-lectin labeled sinusoidal structures of mouse liver 
after tissue-clearing treatments 
DiI loaded nanoparticles (333 nmol/kg for DiI) was administered intravenously to mice. At 4 h 
after administration, the liver was perfused for fixation and excised. DyLight 649-conjugated 
tomato lectin (3.3 mg/kg) was administered intravenously ten minutes before perfusion. After 
tissue-clearing treatment, the tissues were observed with confocal laser microscopy. Each 
fluorescent image at 0, 50, and 100 μm below the liver surface was individually analyzed at 
the respective depth. Scale bar is 50 μm.  
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Fig. 12 Three-dimensional images of DiI distribution and tomato-lectin labeled 
sinusoidal structures of mouse liver after tissue-clearing treatments 
The images were reconstructed from Z-stack fluorescent images of liver samples presented in 
Fig. 11. Each 2-μm stack is obtained from 0 to 100 μm below the liver surface.  
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きるかなどが大きく異なる 3 1 )。Clear T 2 法は脳や肺において透明化可能
であるが 3 4 )、内因性色素の豊富な肝臓に対しては不十分であったと考
えられる。最も高い透明度を示した CUBIC 法は、他の臓器においても
高い透明度を実現可能であるが 3 7 )、肝臓における DiI の分布が大きく
変化した。 DiI は疎水性が高いため、界面活性剤を含む CUBIC 法の透
明化液によって漏出したものと考えられる。DiI 以外にも Nile Red3 8 )や
coumarin  63 9 )といった蛍光物質が DDS の蛍光標識に用いられるが、い
ずれも疎水性が高いことから、界面活性剤を含む CUBIC 法はドラッグ
キャリアの空間的分布を評価するための手法としては不適であると考
えられる。高い DiI の保持性を示した Sca leSQ(0)、FUnGI 及び Modif ied  
CUBIC 法の中で、本章で構築した Modif ied  CUBIC 法が最も深部まで可
視化できた。以上のことから、 Modified CUBIC 法が、ナノ粒子によっ
て送達された物質の組織内分布を空間的に可視化するための最適な方
法であることが示された。内因性色素が特に豊富で大きな臓器である
肝臓が透明化可能であったことは、 Modified CUBIC 法が他の殆どの臓
器においても高い透明度を実現できる可能性を示唆している。  
Tomato lec t in は、肝臓においては、類洞を含む血管構造に結合する
ことが報告されている 4 0 , 4 1 )。そのため、 DyLight  649-conjugated tomato  
lec t in によって可視化されたのは肝臓の血管構造であると考えられる。
蛍光標識 tomato  lect in は脳、脾臓、腎臓及び腸など他の臓器について
も、血管構造の標識が可能である 4 0 – 4 2 )。そのため、蛍光標識 tomato lec t in




Modi f ied CUBIC 法を用いた 3 次元イメージングにより、肝臓の血管
構造及び蛍光物質の分布を空間的に捉えることが可能となり、肝臓の
血管外の領域までナノ粒子に内封した蛍光物質が到達していることが






第 3 章  腫瘍病巣における DDS の精確な生体内挙動の  
    時空間的イメージング  
 
 









子や粒子でも血管壁を通過して病巣へ到達する 4 3 )。それゆえ、ドラッ
グキャリアの粒子径を最適化することで、選択的に腫瘍病巣へ薬物を









れている 4 7 , 4 8 )。この問題を解決するために、近年、様々な戦略に基づ
くドラッグキャリアが開発されているが、腫瘍病巣深部への送達性評
価 に つ い て は 、 組 織 薄 切 切 片 の 観 察 に 限 ら れ て い る の が 現 状 で あ る









第 2 節  実験方法  
 
 
1.  試薬  
アカルミネ塩酸塩は富士フィルム和光純薬から購入した。その他の
試薬は第 1 章第 2 節第 1 項及び第 2 章第 2 節第 1 項に示したものを同
様に用いた。  
 
2.  腫瘍病巣モデルマウスの作製  
Luciola I tal ica 由 来 の ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 導 入 し た
BxPC-3（ヒト膵臓癌細胞、BxPC3-Red-Fluc）は Perkin Elmer Inc .（ Waltham,  
MA, USA）から購入した。非働化した 10% FBS 及び 40 µg/mL ゲンタマ
イシンを含む RPMI 1640（富士フィルム和光純薬）を使用し、 37°C、
5%CO2 -95%Air 条件下で培養を行った。コンフルエントに達した細胞は
0.25%トリプシン－ EDTA を用いて回収し、継代を行った。実験には、
継代数 7 –  15 の細胞を用いた。 5 週齢の BALB/c Slc-nu/nu 雌性ヌード
マウス（日本 SLC）に AIN-93G 配合精製飼料を 1 週間以上自由給餌し、
訓 化 し た も の を 実 験 に 用 い た 。 6 ～ 10 週 齢 の ヌ ー ド マ ウ ス に
BxPC3-Red-Fluc（ 2×107  cel ls）を皮下投与し、7 日間飼育することで腫
瘍病巣を形成させた。細胞投与後 7 日目に、生理食塩水に溶解したア
カルミネ塩酸塩（ 3.3 mg/kg）を腹腔内投与し、15 分後に Mult i - funct ional  
in  v ivo  imager を用いて発光観察（吸収フィルター： 680/22 nm）するこ






   
Fig. 13 Appearance of tumor region and luminescence imaging in tumor-bearing mice 
Akalumine hydrochloride (3.3 mg/kg) was administered intraperitoneally to tumor-bearing 
mice at 7 days after injection of BxPC3-Red-Fluc cells. The luminescence images were 





3.  高分子ナノ粒子の調製  
FRET イメージングに用いるナノ粒子として、第 1 章第 2 節第 2 項と
同様の方法で、 DiR 及び DiD を内封したナノ粒子（ DiR 及び DiD とし
て 3.0  µM）及び DiI 及び DiO を内封したナノ粒子（ DiI 及び DiO とし
て 2.5  µM）を調製した。また、 3 次元イメージングに用いるナノ粒子
として、第 2 章第 2 節第 2 項と同様の方法で、DiI を内封したナノ粒子




4.  腫瘍病巣モデルマウスにおける in  vivo  FRET imaging 
作製した腫瘍病巣モデルマウスに、 DiR 及び DiD を内封したナノ粒
子（ DiR 及び DiD として 10 nmol/kg）を静脈内投与した。イソフルラ
ン麻酔下で、Mult i - funct ional  in  vivo  image を用いて、第 1 章第 2 節第 4




5.  腫瘍組織の透明化処理と蛍光観察  
作製した腫瘍病巣モデルマウスに、 DiI を内封したナノ粒子（ DiI と
して 333 nmol /kg）を静脈内投与した。投与 7 時間 50 分後に DyLight  
649-conjugated tomato lec t in（ 3.3 mg/kg）を静脈内投与した。ナノ粒子
投与 8 時間後に 4%パラホルムアルデヒドを含むリン酸緩衝液を用いて
全身灌流固定を行った。腫瘍病巣を摘出し、 Modif ied  CUBIC 法による
透明化処理を行い、第 2 章第 2 節第 5 項と同様の方法で、共焦点レー
ザー顕微鏡（ LSM700,  Zeiss）を用いて蛍光撮影した。  
 
6.  腫瘍病巣を構成するがん細胞における in  vi tro  FRET imaging 
BxPC3-Red-Fluc 細胞（ 1×105  cel l s）を 14 mm ガラスボトムディッシ
ュに播種し、37°C、5%CO2 -95% ai r 条件下で一晩培養した。Hoechst33342
を用いて細胞核を蛍光染色した。 37°C 条件下で、 1% FBS を含む PBS
を分散媒とした DiI 及び DiO を内封したナノ粒子（ DiI 及び DiO として
2.0 µM）の懸濁液を適用し、第 1 章第 2 節第 6 項と同様の方法で、共





第 3 節  結果  
 
腫瘍病巣への高分子ナノ粒子の移行性を評価するため、 in  vivo  FRET 
imaging を行った。DiR 及び DiD を内封したナノ粒子を投与後、腫瘍病
巣部位に強く検出された FRET シグナルは経時的に減弱し、逆に donor
シグナルは経時的に増強した（ Fig .  14A）。また、投与 8 時間後に摘出
した臓器においては、腫瘍組織に加え、肺と肝臓に強い FRET シグナル
が観察された（ Fig .  14B）。 DiR 及び DiD を内封したナノ粒子投与後の
腫瘍組織において観察された FRET シグナルの蛍光強度は、 DiR 又は









Fig. 14 FRET imaging of DiR and DiD coloaded nanoparticles in tumor-bearing mice 
DiR and DiD coloaded nanoparticles (10 nmol of DiR and DiD each/kg) were intravenously 
administered to tumor-bearing mice. The images were obtained by multi-functional in vivo 
imager (A). Pre-image indicates before administration of the nanoparticles. Ex vivo fluorescent 
images were obtained at 8 h after administration (B). 
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を評価するために、摘出した腫瘍組織を Modif ied  CUBIC 法により透明
化処理し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて蛍光観察した。（ Fig.  15）。
腫 瘍 組 織 内 に お い て 、 ナ ノ 粒 子 に 内 封 し た DiI の 蛍 光 は DyLight  
649-conjugated  tomato  lect in によって蛍光標識された血管以外の部位に
広く観察された。  
 
Fig. 15 Three-dimensional images of DiI distribution and tomato lectin labeled vascular 
structures of tumor tissue after tissue-clearing treatments 
DiI loaded nanoparticles (333 nmol/kg for DiI) was administered intravenously to 
tumor-bearing mice. At 8 h after administration, the tumor was perfused for fixation and 
excised. DyLight 649-conjugated tomato lectin (3.3 mg/kg) was administered intravenously 
ten minutes before perfusion. After tissue-clearing treatment using Modified CUBIC technique, 
the tissues were observed with confocal laser microscopy. Scale bar is 100 μm. 
Three-dimensional images (A) reconstructed from single-plane fluorescent images (B) of 
tumor tissues. Each 2-μm stack is obtained from 0 to 120 μm below the tumor surface. 
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高分子ナノ粒子のがん細胞への取り込みを評価するために、 in  vi t ro  
FRET imaging を行った（ Fig.  16）。 BxPC3 細胞内において、 FRET シグ






Fig. 16 FRET imaging of DiI and DiO coloaded nanoparticles in BxPC3-Red-Fluc cells 
DiI and DiO coloaded nanoparticles (2.0 µM of DiI and DiO each), and DiI or DiO loaded 
nanoparticles (2.0 µM of DiI or DiO each) were applied to the cells. The images were obtained 




第 4 節  考察  
 
本章では、ドラッグキャリア自体及び内封した物質の全身から腫瘍
病巣への到達性を精確に評価するために、第 1 章及び第 2 章で構築し
たイメージング技術を応用し、腫瘍病巣における DDS の生体内挙動を
時空間的に可視化した。  
本研究で調製した粒子径 30-50  nm の高分子ナノ粒子は、形態を保持
した状態で腫瘍病巣へと移行することを FRET イメージングによって
正確に、血管外の腫瘍細胞に到達することを組織透明化を応用したイ
メージングによって精密に示した。一般に、粒子径が 200 nm 以上の微
粒子は特に肝臓や脾臓等に捕捉されやすく、数 nm 以下の微粒子は腎臓
から排泄されやすいとされているため 5 1 , 5 2 )、約 10-200 nm といった幅
広い粒子径のナノ粒子が腫瘍病巣への薬物送達のためのドラッグキャ





を可能とする新たな DDS の開発が可能になろう。  
腫瘍組織内においては、正常組織と比較して、新生血管が増生し血
流が不均一となる 5 3 )。また、がんの種類によって、深部への薬物送達
を妨げる細胞外マトリックスの存在割合や組織内密度が異なることが
報告されている 5 4 )。そのため、ドラッグキャリアの腫瘍組織内分布は、
がんの種類や部位ごとに大きく異なることが想定される。現在、がん
細胞のみならず細胞外マトリックスを標的としたドラッグキャリアも
開発されていることから 5 5 )、腫瘍組織の血管構造を描写可能な本技術
の意義は大きいと考えられる。今後、蛍光タンパク質を導入したがん






粒子がそのまま取り込まれることが示唆されている 5 8 – 6 0 )。また、送達
す る 薬 物 の 作 用 機 序 に 応 じ て 、 細 胞 内 の タ ー ゲ ッ ト 分 子 へ 送 達 す る
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